Adrenal incidentaloma (AI) includes all lesions with diameter ≥ 1 cm found incidentally during imaging examinations not associated with suspected adrenal pathology. Every adrenal incidentaloma requires a detailed hormonal and imaging assessment. Initial diagnosis includes radiological phenotypical evaluation (particularly in CT, or in case of contraindications -in MRI) and biochemical assessment of tumour hormonal activity (which includes cortisol circadian rhythm, salivary cortisol concentration, 24-hour urinary free-cortisol and metanephrines test, short cortisol and dexamethasone suppression test, ACTH level assessment, aldosterone and ARO concentration, adrenal androgen concentration). Each diagnostic step is associated with limitations and method imperfections. The influence of administered medications, age and concomitant diseases must be taken into account when interpreting test results. It is important to remember abovementioned factors may cause false positive or false negative test results. The following paper is to summarize the etiology of the most common diagnostic mishaps which frequently lead to misdiagnoses, an increase in patient's anxiety and, as a consequence, in the introduction of improper therapy or its discontinuation. The awareness of biochemical and imaging test limitations, and the knowledge of false positive and false negative result sources, allows for the optimisation of the diagnostic process. Simultaneously, the analyzed factors may contribute to a decrease in unnecessary and frequently repeated tests. Additionally, it may imply avoiding the costs of unjustified deep diagnostics. Endokrynol Pol 2017; 68 (3): 360-368
Introduction
Adrenal incidentaloma (AI) includes all lesions with diameter ≥ 1 cm found incidentally during imaging examinations not associated with suspected adrenal pathology. Due to greater availability of imaging techniques (USG, CT, MRI) and various diagnostic recommendations, a systematic increase in AI detection has been observed worldwide. Adrenal lesion detection during CT examination in oncological patients is estimated at 1.3% [1, 2] and 4% [3] . Furthermore, aging and screening regarding early detection of lung cancer, including chest CT, conducted in Poland, constitute additional factors enhancing this trend.
Every adrenal incidentaloma requires a detailed hormonal and imaging assessment. This results in high hospitalisation and additional examinations fees, as well as patient anxiety. AI diagnosis includes radiological phenotypical evaluation (particularly in CT, or in case of contraindications -in MRI) and biochemical assessment of tumour hormonal activity, which includes cortisol circadian rhythm, salivary cortisol concentration, 24-hour urinary free-cortisol and metanephrines test, short cortisol dexamethasone suppression test, ACTH level assessment, aldosterone and ARO concentration, and adrenal androgen level.
Each diagnostic step is associated with limitations and method imperfections, which may result in false positive and false negative results. The following paper aims to summarise the aetiology of the most common diagnostic mishaps, which frequently lead to misdiagnoses, an increase patient's anxiety and, as a consequence, the introduction of improper therapy or its discontinuation.
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Additionally, sensitivity decreases in the left adrenal gland, in obese patients and in lesions < 2 cm. What is more, structures imitating adrenal adenomas may appear, also known as phaeochromocytomas. Therefore, only CT can verify the USG images with erroneously suspected adrenal lesions. The following disorders may turn out to be the imitating structures: superior renal pole tumour, renal cysts, lymph nodes (bilaterally), on the right-focal liver lesions, hepatic flexure, inferior vena cava dilatation, whereas on the left -accessory spleen, lobular spleen, tail of pancreas, splenic artery aneurysm, and stomach diverticulum.
Computed tomography (CT) is the first-line examination in AI diagnosis. The following morphological criteria are analysed: the size, shape, radiation attenuation coefficient (in Hounsfield units [HU] ), tumour homogeneity or heterogeneity, and the presence of regressive changes and calcifications. Additionally, tumours smaller than 3 cm are usually benign, whereas those larger than 6 cm are more frequently malignant [6] .
The majority of adrenal incidentalomas have a benign imaging phenotype, i.e. their diameter is not larger than 3-4 cm, they have smooth margins, and are characterised by low density, where density ≤ 10 HU indicates adenoma or a cyst, while density ≤ (-) 50 HU points to myelolipoma (sensitivity 71%, specificity 98% [7] ). The malignancy features are polycyclic, blurred margins, non-homogenous structure (including cavitation and calcifications), as well as rapid progression of size (> 6-10 mm per year).
However, lesions with smooth margins (round and oval) may also be malignant, e.g. malignant phaeochromocytoma, or small metastases from cancers outside the adrenals. Although calcifications are most common in adrenal cortex cancers, they may also appear in the tubercular lesions and in neuroblastomas [8] .
On the other hand, benign phaeochromocytomas may constitute a non-homogenous focus, comprising cavitation and calcifications. Hence, phaeochromocytoma phenotypic diversity is reflected in the name "imaging chameleon" [9] . Moreover, non-homogenous structure and large size may also constitute features of adrenal adenoma following haemorrhage or a very large myelolipoma lesion.
About 30% of all adrenal adenomas are lipid-poor (with density between 10-30 HU). Frequently, in these cases, single-phase adrenal CT is insufficient for a definitive diagnosis concerning tumour character (adenoma or non-adenoma) and requires two-phase examination with lesion density assessment before (0') and after administration of iodine contrast medium (in the first minute [1' ] -enhancement assessment and 10' or 15' washout assessment). In fact, owing to this method it is possible to characterise the tumour on the basis of an additional parameter, i.e. absolute and relative of water soluble contrast washout (WSC). Furthermore, visualising the potential infiltration of the nearby structures, as well as the presence of metastatic lesions is also possible.
Sangwaiya MJ et al. [10] analysed the imaging results of 323 adrenal adenomas. They concluded that the water soluble contrast washout analysis (with the cut-off point at 40%) reached a sensitivity of 76.9%, specificity of 93.75%, and accuracy of 77.7% in the differentiation between adenomas and other adrenal tumours. Apart from specificity, these values are significantly lower than those presented in the previously published papers (98%, 92%, 98%, respectively) [11, 12] .
Magnetic resonance imaging (MRI) is the secondline examination, performed when contrast CT is inconclusive in the diagnosis of the adenoma type or in cases of suspected phaeochromocytoma. A large amount of lipids suggests a benign lesion. The advantage of this examination is the possibility of detecting even the smallest lipid amounts, consequently allowing differentiation between adenomas and other lesions in 90% of cases.
A retrospect study by Haider MA et al. showed that adrenal adenomas of density > 10 HU (thus, lipidpoor), which had not been classified in the single-phase CT, were correctly diagnosed in the chemical shift MRI in 67% of cases [13] .
Another advantage of this method is identifying phaeochromocytomas, as they show increased signal intensity in relation to the liver and the spleen (as they are hyperintense) in T2-dependent images. Due to this feature, MRI is crucial in the differentiation between phaeochromocytomas and carcinomas. In the literature descriptions of pleomorphic adenomas are available with cortex and adrenal medulla tissue, therefore comprising lipids and simultaneously overproducing catecholamines [14] .
Adrenal collision tumours constitute a separate issue because they represent the coexistence of foci of different origin in the adrenal adenoma area [15] . Most commonly, two benign lesions coexist, i.e. adenoma and myelolipoma [16] , where metastatic tumours in the adenoma (mainly from lung and breast cancer, or melanoma) are less frequent [17, 18] . However, phaeochromocytoma foci have also been found in lipid-rich adenomas.
Biochemical diagnosis of adrenal incidentalomas
According to the literature, hormonally inactive adenomas constitute 75-80% of AI cases. Among the hormonally active lesions, the most frequently
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diagnosed tumours are adrenal cortex carcinomas. They secrete glucocorticoids autonomously and present ACTH-independent or subclinical ACTH-independent Cushing's syndrome (where incidentalomas constitute about 5%). Another 5% of AI cases are phaeochromocytomas that overproduce catecholamines. About 1% of adrenal incidentalomas autonomously produces aldosterone (aldosteronoma), which causes hyperaldosteronism, a.k.a. Conn's syndrome. Adrenal cortex carcinomas make up less than 5% of incidentaloma cases, and metastases to the adrenals constitute about 2.5% of AI cases. According to the indications, in all AI patients, regardless the clinical picture and concomitant diseases, hypercortisolaemia and phaeochromocytoma tests are necessary. Diagnosis should also include hyperaldosteronism testing in patients with diagnosed hypertension, which should be obligatory in resistant hypertension cases as well as in patients with history of hypokalaemia episodes [21, 22] . Hormonal diagnosis is not required in lesions with imaging phenotype of cysts or myelolipomas [23] .
ACTH-independent Cushing's syndrome testing

Cortisol circadian rhythm assessment
Cortisol secretion is pulsatile, in a circadian rhythm, as a response to ACTH stimulation. The highest level is reached in the morning, there is a 50% decrease at noon, and the lowest level is estimated late in the evening. Increased cortisol late-night concentration is assumed to be an early symptom of hypercortisolaemia.
Total cortisol serum concentration level may be falsely increased or falsely decreased in certain clinical states, concomitant diseases, and administration of some drugs (Table I) .
Due to the possible non-specific late-night cortisol increase, which is stress-induced, cortisol level testing is recommended during or after the second day of hospitalisation. In order to reduce patients' anxiety exacerbating hypercortisolaemia, optimisation of phlebotomy conditions has become more important; thus, the blood drawing time should be shorter and the patient should not be abruptly awaken.
What is more, in cases of concomitant diseases, where catabolic processes and loss of proteins are predominant, falsely decreased results of total cortisol concentration may be obtained.
Urinary free-cortisol concentration
Daily urinary cortisol output reflects plasma free-cortisol concentration. Lower than threefold upper limit of normal may occur in pseudo-Cushing syndrome cases, which may be induced by prolonged anxiety, depression, alcoholism, or pregnancy. Vitally, only a positive urinary free-cortisol output result obtained three times is evidence against the diagnosis of endogenous hypercortisolaemia. In fact, in other cases the possibility of subclinical Cushing's syndrome with periodic increased cortisol output (cyclic Cushing's syndrome) [24] .
Daily cortisol urinary output assessment is characterised by high specificity (96%) but low sensitivity (40-50%) [25] . Cortisol concentration in urine may be falsely increased or falsely decreased in the cases presented in Table II . [28, 29] .
A tampon placed in a refrigerator may be stored for several weeks.
A meta-analysis conducted by Carrol T et al. showed outstanding sensitivity (92-100%) and specificity (93-100%) of the examination. The diagnostic process may take place at home, in an environment devoid of additional stress, without generating additional hospitalisation costs, and with repeatable tests results [31] . It is recommended in children, in suspected cyclic hypercortisolaemia, and in cases of falsely increased results due to CBG elevation (at the beginning of pregnancy, and oestrogen therapy). However, there are cases where falsely increased cortisol levels in saliva may still appear (Table III) .
Measuring salivary cortisol constitutes also a highly useful test in patients following neurosurgery in the course of ACTH-dependent Cushing's syndrome because it allows for an effective assessment of surgery, as well as for early detection of the relapse.
ACTH concentration
The secretion of adrenocorticotropic hormone (ACTH) is pulsatile, with short half-life (t½ is 3-8 minutes). Due to large circadian fluctuation it is not employed as a screening test in the diagnosis of adrenal diseases. In fact, it is fundamental to obtain a proper blood sample for analysis, i.e. venous blood should be drawn into an EDTA tube, cooled, and delivered to the laboratory. Another possibility is to separate plasma and deliver frozen plasma to the laboratory. Glass test tubes should not be used because ACTH is adsorbed in the glassware. During phlebotomy, the patient should not be stressed, and the blood should be preferably drawn using a previously inserted cannula. Improper sample storage leads to fast ACTH breakdown and to falsely decreased results. Some causes of falsely increased and decreased ACTH results are presented in Table IV. ACTH secretion is not always entirely blocked despite the autonomous cortisol secretion by the hormonally active adenoma. Therefore, on the sole basis of ACTH concentration it is impossible to differentiate between ACTH-independent and ACTH-dependent Cushing's syndrome (particularly in the 10-40 pg/mL range).
Low-Dose Dexamethasone Suppression Test
The test consists of the observation of cortisol secretion suppression after oral administration of 1 mg dexamethasone at 11-12 p.m. The cortisol serum concentration is measured on the following day in the morning after overnight fasting (at 8-9 a.m.). According to the AACE and AAES 2009 recommendations, cortisol concentration > 138 nmol/L (5 ug/dL) in asymptomatic adrenal incidentaloma patients is an indication for further diagnosis. Cortisol concentrations < 50 nmol/L (< 1.8 ug/dL) exclude hypercortisolaemia. Until recently, lowering cortisolaemia to 138 nmol/L was thought to be within the norm. However, lowering the cut-off point 
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to 50 nmol/L significantly increased the test sensitivity: 58% vs. 75-100% respectively [32] . It is estimated that with the current criteria, the test has high sensitivity but relatively low specificity (88%) [33] . Holleman F et al. suggested 95 nmol/L [3.4 ug/dL] as a threshold value in cortisolaemia in 1 mg DXM test, and with this value they obtained a sensitivity of 100% and higher specificity 994%0 [34] . Nevertheless, Morelli V et al. suggested 83 nmol/L (3.0 µg/dL) as a criterion level [35] .
It is crucial to notice that a single abnormal result with DXM in adrenal adenoma patients should not constitute the basis for the diagnosis of hypercortisolaemia, or result in surgical intervention.
False positive results may be the consequence of increased cortisol binding protein (CBG) concentrations, e.g. in hyperestrogenism or in pseudo-Cushing's syndrome (as characterised above). Analogically, in patients with lower CBG concentration (as above) and/ /or suffering from hypoalbuminaemia, there is a risk of obtaining false negative test results.
In patients treated with hepatic microsomal enzymes induction drugs (mainly CYP3A4), accelerated dexamethasone metabolism occurs, which may result in a false positive result [36] (Table V) .
In the administration of medications suppressing CYP3A4, false negative results may be obtained. The most commonly used CYP3A4 inhibitors are listed in Table VI .
Another factor contributing to false positive results may be impaired dexamethasone absorption, e.g. during treatment with antacids, which in turn leads to glucocorticoid absorption impairment from the digestive tract. Meikle AW et al. suggested simultaneous measurement of cortisol and DXM serum concentrations, which would assist in assessing the DXM absorption and thus optimise the test [37] .
Proper phaeochromocytoma diagnosis
Phaeochromocytoma cells comprise Catechol-O--methyltransferase (COMT), which is a catecholamine to methoxy catecholamine transformation catalyst. Moreover, methoxy catecholamine synthesis in tumorous cells is constant and therefore their concentration test constitutes a better tumour presence marker than catecholamine concentration tests, which are secreted episodically.
The awareness of outside factors influencing catecholamine and its metabolite concentration levels both in blood and in urine is crucial in the proper interpretation of biochemical trials. Stressful situations and some diseases, such as myocardial infarction, heart failure, hypoxia, or stroke, may enhance sympathetic system activity and hence result in false positive results. Overproduction of methoxy catecholamines takes place also in clinical states, e.g. increased exertion, pain, shock or alcohol abuse. Additionally, a number of drugs increase methoxy catecholamine urinary concentration (Table VII) .
False negative test results may also be caused by reserpine, ingesting tyrosine hydroxylase inhibitors prior to testing which is L-tyrosine to dihydroxyphenylalanine catalyst, DOPA (bananas, nuts, citrus fruit, tea, coffee, other caffeine-containing products, and vanilla), as well as iodine contrast mediums. What is more, biochemical tests may be performed only on the fifth day after administration of iodine contrast medium. In fact, not adhering to this rule may lead to false negative results. 
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Despite the fact that catecholamine plasma concentration has high sensitivity (96-100%) and specificity (89%), it is not easily accessible in Poland. Free methoxy catecholamine concentration within normal levels indicates a diagnosis outside phaeochromocytoma, although tumours secreting only dopamine should also be borne in mind. According to the guidelines of the Polish Society of Hypertension, daily methoxy catecholamine urinary output should be repeated three times, because in some cases a single test is not diagnostically conclusive due to episodic catecholamine release [38] .
Adrenaline and noradrenaline plasma concentration has a considerably lower sensitivity (69%) and specificity (86%). Moreover, four hours before phlebotomy, the patient must not smoke because it may result in a false positive result.
Daily vanillylmandelic acid urinary output test may present false positive results owing to the non-specificity of the most frequently employed methods. The following aspects influence the result: diet including tyrosine hydroxylase inhibitors (two days prior to sampling the patient should refrain from eating bananas, vanilla, soft-cheese, confectionery, pastry, chocolate, coffee, or citrus fruit), some drugs, and extensive exertion, as well as strong emotional stress before the test, which is analogous to the abovementioned factors. Furthermore, increased output of this metabolite is found in only 60-70% of phaeochromocytoma patients, which may add to the false negative results.
Chromogranin A
Identification of chromogranin A (CgA) outside gastroenteropancreatic neuroendocrine tumours (GEP-NET) may influence the diagnosis of phaeochromocytoma and other disorders (neuroblastoma, small cell lung cancer, familial medullary thyroid carcinoma, prostate cancer) [39] . CgA concentration does not depend on sex or age, but its concentration increases after a meal. Therefore, the blood sample should be collected during fasting, at least eight hours after the last meal.
It is vital to confirm that the patient is not using drugs that might influence the production and release of CgA from enterochromaffin cells vastly distributed in the alimentary canal. The aforementioned drugs include proton pump inhibitors (e.g. omeprazole), when CgA concentration may increase to the levels observed in the GEP-NET with liver metastases. This effect may depend on the duration and individual patient response, hence, if possible, these medications should be discontinued at least 7-14 days before CgA testing. Additionally, elevated CgA level may occur in the course of treatment with H2 receptors inhibitors (ranitidine, cimetidine), as well as during glucocorticoid administration, which may result in twofold CgA concentration elevation. In fact, disorders associated with elevated CgA levels may accompany a number of internal diseases [40] (Table VIII) .
Due to numerous limitations and low diagnostic value, CgA level assessment is not recommended in the diagnosis of suspected phaeochromocytoma.
Even clinically silent, undiagnosed phaeochromocytomas may cause a hypertensive crisis, for instance during surgery. Taking into account the fact that in 25% of cases phaeochromocytoma may be genetic (especially in young patients, with bilateral lesions or localised outside the adrenals), it is crucial to consider genetic tests in these patients, including: multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN), von Hippla-Lindaua Disease (VHL), as well as phaeochromocytoma-paraganglioma syndrome (PPS).
Reliable diagnosis in hyperaldosteronism (aldosterone, plasma renin activity [PRA], aldosterone-to-renin ratio assessment)
In incidentaloma patients with hypertension and/ or hypokalaemia and normokalaemia, diagnosis of hyperaldosteronism (Conn's syndrome, PA [primary aldosteronism]) should be attempted [41] . Aldosteroneto-renin ratio (ARR) constitutes a screening test that reflects the aldosterone concentration level to renin activity ratio. In fact, ARR >20-30 with increased aldosterone concentration suggests hyperaldosteronism. Moreover, aldosterone concentration should be measured in normonatraemic conditions (high-sodium diet for three days, with confirmed 200 mmol/d sodium urinary output and normokalaemia).
Plasma renin activity constitutes an indirect indicator of renin secretion, i.e. it established the amount of 
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produced angiotensin I (ANG I) from 1 ml of blood within one hour of incubation in controlled conditions. In healthy subjects the PRA value depends on body position and salt intake. Nevertheless, there are a number of physiological and pharmacological stimuli that modify aldosterone and PRA level, thus influencing indirectly ARR (Table IX) . It is worth remembering that in women receiving oral contraceptives or hormone replacement therapy, PRA is preferred over DRC (direct renin concertation) because these medications may decrease DRC (ARO to a lesser degree) and may falsely elevate ARR level. What is more, in the luteal phase in women, due to progesterone anti-mineralocorticoid activity, aldosterone and PRA are elevated, which, as a consequence, may lead to falsely decreased ARR results. In fact, it constitutes one of the causes of unnecessary diagnostic measures. Therefore, separate norms in terms of aldosterone, PRA, and ARR are recommended not only for men and women, but also for separate menstrual cycle phases [42] .
The influence of administered medications must be taken into account when interpreting ARR [43, 44] . Prior to planned diagnostics it is necessary to modify the hypotensive therapy. It entails the discontinuation of drugs that may substantially influence the results. In order to avoid false negative results, 4-6 weeks before the examination the following medication should be discontinued: aldosterone antagonists (spironolactone, eplerenone), potassium-sparing diuretics (amiloride, triamterene), and liquorice-based substances. Additionally, 2-4 weeks before examination the following drug groups should be abandoned: ACE-I, sartans, renin inhibitors (aliskiren), dihydropyridine calcium channel blockers, b-blockers, α2-adrenomimetics (false negative results). If possible, they should be replaced with long acting calcium channel blockers (verapamil retard, prazosin -Polpressin, terazosin -Hytrin, α1-adrenolytics, clonidine, Iporel; hydralazine), which hardly influence ARR values.
In order to avoid a false negative ATT result, progestogen therapy should also be discontinued for at least four weeks, and NAIDs should also be withdrawn. Decreased PRA and aldosterone values are confirmed in the following clinical situations: after 65 y. a., in patients with impaired renal function, diabetic nephropathy, Addison's disease, tuberculosis, and congenital adrenal hyperplasia).
Adrenal androgen concentration (DHEA-S, DHEA, testosterone)
Adrenal cortex cancers constitute about 5% of AI cases where hormonal activity is confirmed in 2/3 of patients [45] . They most frequently cause rapid ACTH-independent Cushing's syndrome, hyperandrogenism (in women) or feminisation syndrome (in men). In these cases, sexual hormone testing is crucial, such as androstenedione, testosterone, or dehydroepiandrosterone sulphate (DHEA-S), and in men with feminine features also estradiol level should be tested.
The main adrenal androgens are DHEA and DHEA-S because 95% of them are produced in the adrenal glands. Testosterone is secreted by the adrenals in small amounts. In endocrinological diagnostics, DHEA-S is employed due to the lack of circadian fluctuations and long half-time (> 20 hours). 
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Adrenal androgen testing may be recommended in women with hyperandrogenism, i.e. amenorrhoea, infertility, hirsutism, alopecia, acne. In these cases, total testosterone and 17(OH) progesterone should be tested. In fact, high androgen levels (TC > 200 ng/dl, DHEA-S > 800 ug/dL, 17-OH-progresterone) may accompany adrenocortical carcinoma and require the diagnosis of polycystic ovarian syndrome and congenital adrenal hyperplasia.
Vitally, in some cases of adrenocortical carcinoma, which is hormonally inactive, DEAH-S concentration may be within normal limits. Moreover, elevated or decreased DHEA-S is diagnosed in various clinical situations (Table X) .
In order to differentiate between androgenism causes in adrenal tumour, dexamethasone androgen suppression test may be conducted, where cortisol, testosterone, and DHEA-S levels will be analysed. The test is performed two days after DXM introduction in 0.5 mg oral dose every six hours at 8 a.m., 2 p.m., 8 p.m., and 2 a.m. ACTH is a hormone stimulating androgen secretion in the zona reticularis of the adrenals. DHEA-S level is assessed on the third day two hours after the administration of the last dose. The absence of the decrease in DHEA-S and testosterone secretion indicates autonomous androgens secretion. On the other hand, a DHEA-S decrease > 60% and testosterone > 40% suggests adrenal secretion of androgen excess [45] , whereas the decrease in DHEA-S concentration > 60% and testosterone < 40% points to ovarian origin of androgen excess.
Summary
A unified diagnostic scheme regarding incidentalomas has not been established to date. Taking into account the immense increase in the diagnosis of incidentalomas and the necessity of conducting numerous expensive diagnostic tests in the majority of healthy patients, establishing transparent and effective diagnostic paths has become urgent.
The awareness of biochemical and imaging test limitations, and the knowledge of false positive and false negative result sources, allows for the optimisation of the diagnostic process. Simultaneously, the abovementioned factors may contribute to a decrease in unnecessary and frequently repeated tests. Additionally, it may imply avoiding the costs of unjustified deep diagnostics.
On the other hand, understanding factors influencing false negative test results will not lead to a loss of the doctor's alertness in further medical care, and will motivate them to pose a correct diagnosis. 
Streszczenie
Przypadkowo wykryty guz nadnercza (AI, adrenal incidentaloma) to każda zmiana o średnicy ≥ 1 cm, wykryta w trakcie diagnostyki obrazowej niezwiązanej z podejrzeniem patologii nadnerczy. Każdy przypadkowiak nadnercza wymaga szczegółowej oceny hormonalnej i obrazowej. Pierwszorazowa diagnostyka obejmuje radiologiczną ocenę fenotypową zmiany (szczególnie w badaniu tomografii komputerowej lub -w razie istniejących przeciwwskazań -w badaniu MR) oraz biochemiczną ocenę aktywności hormonalnej nowotworu (obejmującą oznaczenie okołodobowego rytmu kortyzolu, stężenie kortyzolu w ślinie, 24-godzinny test wydalania kortyzolu i metoksykatecholamin z moczem, krótki test supresji wydzielania kortyzolu z zastosowaniem 1 mg deksametazonu, ocenę poziomu ACTH, stężenia aldosteronu i ARO oraz stężenia androgenów nadnerczowych). Każdy krok diagnostyczny jest związany z ograniczeniami i niedoskonałościami metod. Wiek pacjenta, choroby towarzyszące oraz pobierane leki muszą zostać uwzględnione przy interpretacji wyników badań. Ważne jest, aby pamiętać, że wspomniane powyżej czynniki mogą powodować fałszywie dodatnie lub fałszywie negatywne wyniki testu. Celem niniejszej pracy jest podsumowanie etiologii najczęstszych zdarzeń diagnostycznych, które mogą prowadzić do błędnej diagnozy, zwiększenia niepokoju pacjenta, a w konsekwencji skutkować wprowadzeniem nieprawidłowej terapii lub jej zaniechaniem. Świadomość ograniczeń testów biochemicznych i obrazowych oraz znajomość przyczyn fałszywie pozytywnych i fałszywie negatywnych wyników pozwala na optymalizację procesu diagnostycznego. Jednocześnie analizowane czynniki mogą przyczynić się do zmniejszenia niepotrzebnych i często powtarzanych testów, co pozwoli uniknąć kosztów nieuzasadnionej głębokiej diagnostyki.
Słowa kluczowe: guz nadnercza; incydentaloma; diagnostyka hormonalna; wyniki fałszywie dodatnie
Wprowadzenie
Przypadkowo wykryty guz nadnercza (AI, adrenal incidentaloma) to każda zmiana o średnicy ≥ 1 cm, wykryta w trakcie diagnostyki obrazowej niezwiąza-nej z podejrzeniem patologii nadnerczy. Z powodu rosnącej dostępności technik obrazowych (USG, CT, MRI) oraz różnorodności wskazań diagnostycznych obserwowany jest systematyczny wzrost wykrywalności AI na całym świecie na przestrzeni ostatnich lat. Wykrywalność zmian w nadnerczach podczas badań tomografii komputerowej (CT) szacuje się od 1,3% [1, 2] do 4% , przypadków (u pacjentów onkologicznych) [3] . Starzenie się społeczeństwa oraz realizowane w Polsce programy przesiewowe w kierunku wczesnego wykrywania raka płuc, obejmujące badanie CT klatki piersiowej, są dodatkowymi czynnikami powodujący-mi nasilenie tego zjawiska. Każda przypadkowo uwidoczniona zmiana w nadnerczach wymaga szczegółowej oceny hormonalnej i obrazowej. Konieczność ta powoduje wysokie koszty hospitalizacji i badań dodatkowych, a także stanowi istotny stres dla pacjenta. Diagnostyka AI obejmuje radiologiczną ocenę fenotypu (najlepiej w badaniu CT, w razie przeciwwskazań -w badaniu MRI) oraz ocenę biochemiczną ewentualnej czynności hormonalnej guza, na którą składają się następujące parametry: rytm dobowy kortyzolu, stężenie kortyzolu w ślinie, ocena dobowego wydalania wolnego kortyzolu i metoksykatecholamin z moczem, krótki test hamowania wydzielania kortyzolu z 1 mg deksametazonu, ocena stężenia ACTH, stężenie aldosteronu i ARO, stężenie androgenów nadnerczowych.
Każdy etap diagnostyki wiąże się z pewnymi ograniczeniami i niedoskonałością metod, co może skutkować fałszywie dodatnimi lub fałszywie ujemnymi wynikami testów. Niniejsza publikacja ma za zadanie wypunktowanie etiologii najczęściej obserwowanych pomyłek diagnostycznych, które nierzadko mogą skutkować niewłaściwie postawionym rozpoznaniem, pogłębieniem niepokoju pacjenta, a w konsekwencji wdrożeniem niewłaściwej terapii lub jej mylnym zaniechaniem. 
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scharakteryzowane w badaniu MRI metodą przesunięcia chemicznego [13] . Dodatkową zaletą metody jest możliwość wyodrębnienia guzów chromochłonnych. Wykazują one podwyższoną intensywność sygnału w stosunku do wątroby i śledziony (są hiperintensywne) w obrazach T2-zależnych. Dzięki tej właściwości MRI odgrywa istotną rolę w różnicowaniu między guzami chromochłonnymi a nowotworowymi. W piśmiennictwie spotyka się jednak również opisy guzów mieszanych -o utkaniu z kory i rdzenia nadnercza, a więc zawierające lipidy i jednocześnie produkujące w nadmiarze katecholaminy [14] .
Osobne zagadnienie stanowi tak zwany guz w guzie, czyli guzy kolizyjne nadnerczy (adrenal collision tumors). Stanowią one współistnienie ognisk o różnym pochodzeniu w obrębie guza nadnercza [15] . Najczę-ściej stwierdza się koegzystencję dwóch zmian łagod-nych -gruczolaka i myelolipoma [16] , rzadziej guzy przerzutowe w obrębie gruczolaka (głównie z raka płuc, raka piersi, czerniaka) [17, 18] . Znane są również ogniska phaeochromocytoma w gruczolaku bogatolipidowym [19, 20] .
Biochemiczna diagnostyka incydentaloma nadnerczy
Według danych z piśmiennictwa 75-80% AI stanowią nieczynne hormonalnie gruczolaki. Wśród zmian czynnych hormonalnie najczęściej wykrywane są guzy kory nadnerczy autonomicznie wydzielające glikokortykosteroidy, dające obraz ACTH-niezależ-nego lub subklinicznego ACTH-niezależnego zespołu Cushinga (ok. 5% incydentaloma). Kolejne 5% AI to guzy rdzenia nadnerczy, produkujące w nadmiarze aminy katecholowe (guzy chromochłonne, phaeochromocytoma). Około 1% przypadkowo wykrytych guzów nadnerczy wydziela autonomicznie aldosteron (aldosteronoma), będąc przyczyną pierwotnego hiperaldosteronizmu (czyli zespołu Conna). Przypadki raka kory nadnerczy to mniej niż 5% incydentaloma nadnercza, a przerzuty do nadnerczy stanowią około 2,5% AI.
Według obowiązujących zaleceń u wszystkich pacjentów z incydentaloma nadnerczy, niezależnie od obrazu klinicznego oraz chorób współistniejących, należy przeprowadzić badania w kierunku hiperkortyzolemii i guza chromochłonnego. Diagnostyka powinna zostać pogłębiona w kierunku hiperaldosteronizmu pierwotnego u chorych z rozpoznanym nadciśnieniem tętniczym (obowiązkowo w lekoopornym NT) i/lub epizodami hipokaliemii w wywiadzie [21, 22] . Diagnostyki hormonalnej nie wymagają zwykle zmiany o radiologicznym fenotypie odpowiadającym torbieli lub myelolipoma [23] .
Badania w kierunku ACTH -niezależnego zespołu Cushinga
Ocena dobowego rytmu kortyzolu
Kortyzol jest hormonem wydzielanym pulsacyjnie, w rytmie dobowym w odpowiedzi na stymulację adrenokortykotropiną (ACTH). Najwyższe stężenia osiąga rano, w godzinach popołudniowych następuje spadek o około 50% stężenia porannego, a najniższe stęże-nie stwierdza się w godzinach późnowieczornych. Podwyższone stężenie kortyzolu późnowieczornego uważa się za wczesny przejaw hiperkortyzolemii.
Wartość całkowitego stężenia kortyzolu w surowicy może zostać fałszywie zawyżone lub fałszywie zaniżona w przypadku niektórych stanów klinicznych, współistniejących chorób i/lub przyjmowania niektó-rych leków (tab. I).
Z uwagi na możliwość uzyskania nieswoiście zawyżonego późnowieczornego stężenia kortyzolu spowodowanego stresem pacjenta, coraz częściej zaleca się oznaczanie kortyzolu o północy dopiero w trakcie lub po zakończeniu drugiej doby hospitalizacji. Zwraca się także uwagę na optymalizację warunków pobrania krwi u pacjentów, aby zminimalizować stres potę-gujący hiperkortyzolemię -czas pobrania musi być jak najkrótszy, pacjent nie powinien być gwałtownie wybudzony ze snu.
Należy pamiętać, że w przypadkach wielu chorób współistniejących, przebiegających z przewagą procesów katabolicznych i utratą białek, możemy z kolei uzyskać fałszywie zaniżone wyniki oznaczeń całkowi-tego stężenia kortyzolu. 
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Stężenie wolnego kortyzolu w moczu
Dobowe wydalanie kortyzolu z moczem odzwierciedla stężenie wolnego kortyzolu w osoczu. Mniejsze niż 3-krotne przekroczenie GGN może nastąpić w przypadkach rzekomego zespołu Cushinga (tzw. zespół pseudo-Cushinga) wywołanego przez przewlekły lęk, depresję, alkoholizm, a także ciążę. Istotny jest fakt, że tylko 3-krotnie uzyskany prawidłowy wynik wydalania kortyzolu z moczem przemawia przeciw rozpoznaniu endogennej hiperkortyzolemii -w innych przypadkach należy zawsze brać pod uwagę możliwość subklinicznego zespołu Cushinga z okresowo zwiększonym wydalaniem kortyzolu (tzw. cyclic Cushing's syndrome [24] ). Ocena dobowego wydalania kortyzolu z moczem charakteryzuje się wysoką swoistością (96%), ale niską czułością (40-50%) [25] . Stężenie kortyzolu w moczu może zostać fałszywie zawyżone lub fałszywie zaniżone w następujących sytuacjach klinicznych, które zamieszczono w tabeli II.
Późnowieczorne stężenie kortyzolu w ślinie
Jest to obecnie szeroko uznane badanie przesiewowe w diagnostyce hiperkortyzolemii -zwiększone póź-nowieczorne stężenie kortyzolu w ślinie (> 4,0 nmol/l [145 ng/dl] o godz. 23.00-24.00) jest jej wczesnym wykładnikiem. Otrzymany wynik koreluje ze stężeniem wolnego kortyzolu, niezależnie od zmian stężeń białek wiążących [27] . Jest to najbardziej istotne w różnico-waniu rzeczywistej endogennej hiperkortyzolemii od stanów podwyższonego stężenia kortyzolu w wyniku wzrostu stężenia CBG (np. w trakcie terapii estrogenami, w ciąży). Badanie polega na żuciu tamponu absorbują-cego ślinę przez 1-2 min. Zaleca się wykonanie dwóch badań w dwa kolejne dni (ok. 23-24.00). Próbki umieszcza się w specjalnych probówkach (tzw. saliwetkach), a stężenie kortyzolu w uzyskanej próbce pozostaje niezmienne w warunkach temperatury pokojowej nawet przez tydzień [28, 29] . Umieszczony w lodówce tampon może być tam przechowywany do kilku tygodni.
Metaanaliza przeprowadzona przez Carrol i wsp. wykazała niezwykle wysoką czułość (92-100%) i swoistość (93-100%) tego badania [30] . Diagnostyka może odbywać się w domu, w środowisku nieobciążonym dodatkowym stresem, nie generując dodatkowych kosztów hospitalizacji, a wyniki oznaczeń są powtarzalne [31] . Badanie jest rekomendowane szczególnie u dzieci, w podejrzeniu cyklicznej hiperkortyzolemii oraz w przypadkach fałszywie zawyżonych wyników przez wzrost CBG (w początko-wym okresie ciąży, w trakcie terapii estrogenami). Istnieją jednak sytuacje, w których pomimo to można uzyskać fał-szywie podwyższone stężenie kortyzolu w ślinie (tab. III).
Oznaczanie kortyzolu w ślinie jest również wysoko przydatnym badaniem u chorych po operacji neurochirurgicznej z powodu ACTH-zależnego zespołu Cushinga, ponieważ pozwala na ocenę skuteczności zabiegu, a także umożliwia wczesne rozpoznanie nawrotu choroby.
Stężenie ACTH
Adrenokortykotropina (ACTH) jest pulsacyjnie wydzielanym hormonem, o krótkim okresie półtrwania (t ½ wynosi 3-8 min). Ze względu na znaczne wahania w ciągu doby nie jest stosowana jako badanie przesiewowe w diagnostyce chorób nadnerczy. Fundamentalne znaczenie ma prawidłowe uzyskanie próbki krwi do analizy -krew żylną należy pobrać do plastikowej probówki z EDTA (nie należy używać probówek szklanych -ACTH ulega adsorbcji w szkle), schłodzić i dostarczyć do laboratorium lub oddzielić osocze i zamrożone dostarczyć do laboratorium. W trakcie pobierania krwi nie powinno się narażać pacjenta na stres, a krew najlepiej pobierać przez założony uprzednio cewnik. Niewłaściwe przechowywanie próbki doprowadza do szybkiego rozpadu ACTH i uzyskania fałszywie niskiego wyniku oznaczenia. Niektóre przyczyny fałszywie podwyższonych i zaniżonych wyników oznaczeń ACTH przedstawiono w tabeli IV. Tabela III. Przyczyny fałszywie zawyżonego stężenia kortyzolu w ślinie
Stany stresu
Po umyciu zębów oraz w przypadku chorób przyzębia (z powodu obecności krwi w ślinie)
Palacze papierosów W przebiegu pracy zmianowej W przypadkach zahamowania aktywności enzymu 11b-hydroksylazy typu 2 (11b-HSD typu 2) w trakcie terapii karbenoksololem, żucia lukrecji, spożywania dużych ilości soku grejpfrutowego
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jący przemianę katecholamin do metoksykatecholamin. Synteza metoksykatecholamin w komórkach guza przebiega w sposób ciągły, a zatem pomiar ich stężenia jest lepszym markerem obecności guza niż ocena stężeń katecholamin, które są wydzielane epizodycznie. Znajomość postronnych czynników wpływających na wyniki oznaczeń stężenia katecholamin oraz ich metabolitów we krwi i w moczu jest niezbędnym warunkiem umożliwiającym właściwą interpretację prób biochemicznych. Sytuacje stresowe oraz niektóre stany chorobowe, jak zawał serca, niewydolność krążenia, hipoksja czy udar mózgu, powodują zwiększoną aktywność układu współczulnego i mogą spowodować wyniki fałszywie dodatnie. Nadmierna produkcja metoksykatecholamin ma miejsce również w wielu stanach klinicznych, na przykład w znacznym wysiłku fizycznym, bólu, wstrząsie, stresie, podczas nadużywa-nia alkoholu. Do czynników podwyższających stężenie metoksykatecholamin w moczu należy także wiele często stosowanych leków (tab. VII).
Fałszywie ujemny wynik oznaczenia może natomiast zostać spowodowany przez stosowanie rezerpiny, spożycie przed badaniem inhibitorów hydroksylazy tyrozynowej, katalizującej przemianę L-tyrozyny do dihydroksyfenyloalaniny, DOPA (bananów, orzechów, owoców cytrusowych, kawy, herbaty, innych produktów zawierających kofeinę i wanilię) oraz jodowe środki kontrastowe. Badania biochemiczne można wykonać dopiero piątego dnia od zastosowania dożylnego jodowego kontrastu radiologicznego -nieprzestrzeganie tej zasady może być przyczyną wyników fałszywie ujemnych.
Stężenie amin katecholowych w osoczu charakteryzuje się wysoką czułością (96-100%) i swoistością (89%), jest jednak trudno dostępne w Polsce. Prawidłowe stężenie wolnych metoksykatecholamin przemawia przeciw rozpoznaniu phaeochromocytoma, należy jednak pamiętać o guzach wydzielających tylko dopaminę. Według zaleceń Polskiego Towarzystwa Nadciśnienia Tętniczego należy powtórzyć oznaczenie dobowego wydalania metoksykatecholamin z moczem 3-krotnie, ponieważ w niektórych przypadkach jednorazowe oznaczenie, ze względu na okresowe uwalnianie katecholamin z guza, nie ma bezwzględnej wartości diagnostycznej [38] .
Oznaczanie stężenia adrenaliny i noradrenaliny w osoczu ma znacznie mniejszą czułość (69%) i swoistość (86%). Przez 4 godziny przed pobraniem krwi pacjent nie powinien palić papierosów, ponieważ może w ten sposób spowodować fałszywie dodatni wynik oznaczenia.
Pomiar dobowego wydalania kwasu wanilinomigdałowego z moczem może dostarczyć wyników fałszywie dodatnich z uwagi na nieswoistość większo-ści stosowanych metod. Na wynik badania wpływają: dieta zawierająca inhibitory hydroksylazy tyrozynowej (2 dni przed zbiórką moczu i w trakcie zbiórki nie należy spożywać bananów, serków waniliowych, pieczywa cukierniczego, ciast, czekolady, kawy, owoców cytrusowych), niektóre leki oraz intensywny wysiłek fizyczny, a także silny stres w okresie poprzedzającym badanie (analogicznie do wyżej wymienionych czyn- 
Alkohol etylowy
Kokaina, pochodne amfetaminy, środki hamujące łaknienie, nikotyna
